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摘要　以 Keratin 19 cDNA 的套式引物建立了巢式 RT-PCR扩增 Keratin 19 m RNA 的体系
及 PAGE-银染检测扩增产物的方法;对扩增体系进行优化后, 分析了扩增特异性及检测敏感性,并
对临床样品作了初步检测. 结果表明:该扩增体系具有较好的特异性, 其敏感性可达 10-6Lg RNA ,
即可从 105个淋巴细胞中检出 1 个胃癌细胞 ;对临床样品检测的结果与病理检查结果相符. 显示该
法具有较好的可靠性.





.近年有报道应用 RT -PCR 检测淋巴结癌微转移灶; 其原理是选择肿瘤组
织特异表达而淋巴组织不表达的基因,利用 RT-PCR 扩增检测该基因的表达产物( mRNA ) ,
可判断是否存在转移的癌细胞 [ 1] . 其中 Kerat in 19即可用于检测胃癌细胞淋巴转移的上皮组
织特异表达基因[ 2, 3] ; 它是角蛋白基因之一,在胃癌组织表达率为 100% [ 4] ,而在淋巴结和外周
血细胞中不表达 [ 2～4] ,利用 RT -PCR技术检测胃周淋巴结总 RNA 中是否有 Kerat in 19 mR-
NA,即可确定是否已发生胃癌细胞淋巴结微转移. 本文采用 Ker at in 19 cDNA 的套式引物建




试剂:有关修饰酶及内切酶均为 Pr omega 产品;相关生化试剂购自华美上海分公司;其余
均为国产分析纯.
细胞株:人胃腺癌 MGC80-3及人早幼粒白血病 HL-60细胞株为本单位细胞生物学研究
室保存;培养条件为: 含10%小牛血清、100 U / mL 青霉素及 100 Lg / mL 链霉素的 PRMI 1640
( GIBCO) 培养液, 37 ℃、5%CO 2培养传代.
组织样品收集: 胃周淋巴结样品分别取自胃癌患者手术切除标本和非癌患者胃手术切除




引物设计及合成: B-act in引物序列按文献[ 2] , Kerat in 19 的套式引物根据其 cDNA 序列
并参照文献[ 2]以 DNASIS 软件系统设计,引物序列如下:
　AF　5′-T CAT CACCAT T GGCAATGAG-3′
　AR　5′-CACTGTGT TGGCGT ACAGGT -3′
　KF1　5′-AGGT GGAT TCCGCTCCGGGCA -3′
　KR1　5′-GAGGACCTT GGAGGCAGACA-3′
　KF2　5′-CTGGCCT TGGAAGACACACT G-3′
　KR2　5′-AT CT T CCT GT CCCT CGAGCAG-3′
其中, A F+ AR的扩增产物长为 154 bp, KF1+ KR1的扩增产物为 494 bp 的片段,以此扩增
产物为模板再用 KF2+ KR2扩增的产物长为 215 bp.引物均由上海生物工程公司合成.
1. 2　总 RNA 提取
按 Chomczynski的一步法[ 5]提取总 RNA .
1. 3　逆转录
按文献方法[ 6]以 AMV逆转录酶及随机引物进行逆转录.
1. 4　PCR 及巢式 PCR
B-actin 扩增及 Kerat in 19的第一轮扩增: 20 LL 的体积含缓冲液、1 LL 逆转录产物、2. 0
mmol/ L M gCl 2、100 Lmol/ L dNTP S 12. 5 pmo l的上下游引物( AF+ AR 或 KF1+ KR1)及 lu
Taq 酶, 95℃变性 5 min 后进入 PCR 循环, 循环参数为 94 ℃ 1 min 、60 ℃ 1 m in、72 ℃ 1
min, 40个循环, 72℃补齐 5 min; Ker at in 19的第二轮扩增体系为: 20 LL 体积含 2 LL 第一轮
扩增产物、25 pmol 上下游引物( KF2 + KR2) , 其余成份和循环参数均同上. 扩增产物以
PACE-银染分析.
1. 5　PAGE-银染分析






在 2 mmol/ L M gCl2 浓度下,以不同的退火温度进行 PCR 扩增 PAGE-银染分析结果见
图 1; 可见 60 ℃退火温度下扩增效果较好. 另选定 60℃退火温度, 于 PCR体系中加不同浓度
的 MgCl2 ,扩增后 PAGE-银染分析的结果见图 2;显示最佳 MgCl 2浓度在 1. 5～2. 0 mmol/ L
范围内.故在后继的实验中,均以 60℃退火温度及 2. 0 mmol/ L M gCl 2浓度进行 PCR 扩增.
2. 2　RT-PCR 的扩增特异性
图 2所示为以 Keratin 19的套式引物及 B-act in 的引物分别对 MGC80-3、胃癌组织、HL-
60、正常淋巴结及外周血细胞总 RNA 的逆转录产物进行 PCR 圹增后,再从 Kerat in 19及 B-
act in的扩增管各取 2 LL 混合, 以 PAGE-银染分析.结果显示:胃、胃癌组织及细胞均有 Ker-
atin 19及 B-act in的扩增产物, 而其余仅有 B-act in 扩增产物,表明该扩增体系有较好的特异
性.
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( a)　　　　　　　　　　　　　　　( b)
　图 1　退火温度( a)及 MgCl2( b)对 Keratin 19 RT-PCR扩增效果的影响
M a: pBR322/ HaeⅢ marker
　Fig . 1　Effect of annealing temperature( a) and MgCl2 conentr ation( b) on RT-PCR
　图 2　RT -PCR 的扩增特异性
Ma : pBR322/ HaeⅢ marker
1: MGC80-3; 2, 3: 胃癌组织; 4, 5:胃组织; 6: HL-60; 7, 8:正常淋巴结; 9, 10: 外周血细胞
　F ig . 2　Amplificat ion specificity of RT-PCR
2. 3　RT-PCR 的检测敏感性
将 MGC80-3的逆转录产物( 1 Lg /LL)按 10倍稀释后各取 1 LL, 再各加入来自 HL-60逆
转录产物 1 LL(相当于 0. 1 Lg RNA)混合为模板,分别以 Kerat in 19的套式引物及 B-actin 的
引物进行 PCR 扩增,产物以 PAGE-银染分析,结果见图 3; 显示检测敏感性达 10
- 6 LgRNA.
若以 10 Lg- 6的 MGC80-3 RNA 相当于 1个 MGC80-3细胞, 0. 1 Lg 的 HL-60 RNA 相当于
105 个 HL-60细胞,则该敏感性相当于从 105个白细胞或淋巴细胞中检测出 1个胃癌细胞.
2. 4　临床样品的 RT -PCR 分析结果
用 Kerat in 19套式引物及 B-act in引物分别对部分经病理检查诊断过的、来自胃癌(转移
阳性, 12个)及非胃癌患者(转移阴性, 9个)的胃周淋巴结样品进行 RT -PCR 检测.结果显示
转移阳性的样品 Keratin 19扩增均阳性, 而阴性者只有 B-act in的扩增带,该结果与病理检查
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　图 3　RT-PCR的检测敏感性分析
M : pBR322/ HaeⅢ m arker ; 1～7: 分别相当于 10- 1、
10- 2、10- 3、10- 4、10- 5、10- 6及 10- 7 Lg MGC80-3 的
RNA





Ker atin 19 已被证实在淋巴等
非上皮细胞中不表达, 而胃癌细胞






性. M or i等报道
[ 8]
以巢式 RT -PCR
扩增癌胚抗原( CEA ) mRNA 检测
胃癌淋巴结转移,可从 104个淋巴细
胞检出 1 个胃癌细胞. 我们以系列
　图 4　部分胃周淋巴结品 RT -PCR 检测的结果
M a: pBR322/ haeⅢ marker
1～11:取自胃癌患者的胃周淋巴结样品
12～18: 取自非胃癌患者的胃周淋巴结样品




胃癌细胞, 敏感性较 Mori 的方法高 10 倍, 也较 Noguchi 等人报道
[ 2]
的常规 RT -PCR 扩增
Keratin 19 mRNA 法高.对 12例胃癌转移阳性及 9例转移阴性的胃周淋巴结样品检测的结果
与病理检查结果相符, 表明该方法具有一定的可靠性,但其临床实用性还有待于更多的临床验
证.
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Studies on the M ethod for Detect ing Gast r ic Cancer
M icrometastases in Axillary L ymph Nodes by
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Abstract　Kerat in 19 is one of cytokeratin genes w hich is expressed in gast ric t is-
sue and gast ric carcinoma, but unexpresed in lymph t issue. With this deffer ent expression
pat tern, the gast ric cancer micrometases in gast ric ax illary lymph nodes can be est imated by
RT -PCR method for detect ing the Kerat in 19 mRNA in total RN A from the nodes. De-
scribed here is a RT -PCR sy stem for detect ing Keratin 19 mRNA w ith nest pr imer s and a
PAGE-silv er staining method fo r show ing amplif icat ion products. The test results show ed
that this system possessed a good specificity and high sensit ivity of detect ing 10
- 6Lg RN A or
one gast ric cancer cell from 10
5
lymph cells. The detection results w ith RT -PCR per formed
on clinical gast ric ax illary lymph nodes w ere correspond to the results of patho logical exami-
nat ion, w hich suggested a good applicat ion prospects in cl inical.
Key words　Gastr ic cancer metastases, Kerat in 19, RT -PCR, Silver staining
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